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ระบบโซโนโพเลชัน่ส ำหรบัเซลลม์ะเรง็เต้ำนม in Vitro 
Sonoporationsystem of Breast Cancer Cells in Vitro 
 
สมภพ รอดอมัพร 
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 บทความวจิยัน าเสนอวธิกีารโซโนโพเลชัน่ทีม่บีทบาททีส่ าคญัต่อการน าส่งยนีและยาในการน าเขา้สู่เซลล์
ปจัจุบนัการท างานของโซโนโพเลชัน่มกีารน าไปใชอ้ย่างแพร่หลายในงานวจิยัทางด้านการน าส่งยนีเขา้สู่เซลลซ์ึง่
วธิกีารโซโนโพเลชัน่เป็นวธิกีารทีม่คีวามปลอดภยัต่อเซลลแ์ละชวีติของเซลลง์านวจิยันี้ไดน้ าระบบโซโนโพเลชัน่มา
ศกึษาการทรานเฟคชัน่ร่วมกบัเซลล์มะเรง็เต้านม (BT-549) กบัพารามเิตอร์ของความถี่เรโซเนนซ์ของระบบโซโน
โพเลชัน่ คือ 1.01 MHz, 1.05 MHz, 1.2 MHz และ 1.44 MHz การท างานของระบบโซโนโพเลชัน่สามารถรสร้าง
สญัญาณอุลตร้าโซโนนิคภายใต้ระบบโซโนโพเลชัน่ และผลการทดสอบได้บรรลุผลของการทรานเฟคชัน่ร่วมกบั
เซลลม์ะเรง็เต้านมมผีลการทรานเฟคชัน่เท่ากบั 13% ANOVA (p<0.5) ทีค่วามถี่ 1.44 MHz ดงันัน้จงึมคีวามสนใจ
น าวธิกีารโซโนโพเลชัน่ไปประยุกต์ใชก้บัการน าส่งสารพนัธุกรรมและยาได ้นอกจากนี้ยงัมคีวามส าคญัต่อการน าสง่
พนัธุกรรมกบัการรกัษา 
 
ค ำส ำคญั: โซโนโพเลชัน่ เซลลม์ะเรง็เตา้นม (Breast cancer cell BT549) ทรานเฟคชัน่ 
 
ABSTRACT 
 This paper presents the mechanism of sonoporation which has been effectively used to deliver 
gene and drugs into cells. Sonoporation has become an important role to enhance the delivery of genes 
into cells. This technique can also be utilized with marginal effect on viability. This research uses 
sonoporation technique to educate transfection with BT-549 (Breast cancer cells). This sonoporation 
system investigates under parameter conditions of resonance frequency which includes 1.01 MHz, 1.05 
MHz, 1.2 MHz and 1.44 MHz.The sonopration system can generate ultrasonic signal. These parameters 
can be used to perform the sonoporation system for Breast cancer cell lines (BT-549) in vitro. This study 
discusses the evidence based on the parameters of sonoporation for transfection results. The sonoporation 
system can achieve 13% ANOVA (p<0.5) of BT-549 transfection efficiency at 1.44 MHz. Therefore, there 
is an increasing interest in sonoporation method for delivering gene into cells, and this method is important 
for the delivery of genes into cells as a therapy. 
 
Keyword: Sonoporation, Breast cancer cell (BT549), transfection 
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1. บทน ำ 
วธิกีารโซโนโพเลชัน่ (sonoporation) นบัเป็นวธิกีาร
หนึ่งทางฟิสกิสโ์ดยใชค้ลื่นความถี่ย่านอลัตรา้โซนิค มา
ช่วยในการทรานเฟคชัน่ (transfection) ให้กบัเซลล์ ใน
การน าส่งสารพนัธุกรรมยนี (gene) หรอืยา (drug) เขา้สู่
เซลล[์1-3] หลกัการของทรานเฟคชัน่โดยใชว้ธิขีองโซโน
โพเลชัน่จะท าหน้าทีเ่ปิดรู (pore) ของเซลล์เพื่ออนุญาต
ให้สารพันธุกรรมเข้าไปภายในเยื่อ (membrane) และ
การน าส่งสารพันธุกรรมหรือ ยีน (gene) หรือดีเอ็นเอ 
(DNA)หรือโปรตีน และ คุณสมบัติเกี่ยวกับยา (drug) 
[4,5] เขา้ไปภายในเซลลเ์ยื่อ (cell membrane) ในปจัจุบนั
มนีกัวจิยัไดท้ าการวจิยัเกีย่วกบัการทรานเฟคชัน่ในแบบ
in vivo และแบบ in vitro ในเซลล์ชนิ ด ต่ างๆ เช่ น 
เซลล์มะเร็งชนิดต่างๆงานวิจยัพืช และ เนื้อเยื้อ [1-3] 
เป็นตน้ 
การวจิยัทางด้านทรานเฟคชัน่กบัโซโนโพเลชัน่ได้
น าไมโครบับเบิ้ล(micro bubble) [2] เข้ามาช่วยการ 
ทรานเฟคชัน่เซลล์ โดยมีพารามิเตอร์ของความถี่  
(frequency) ขนาดความดันคลื่ น  (pressure wave 
magnitude) และระยะเวลา (time) ของอลัตรา้โซนิค เป็น
ปจัจยัส าคญัต่อการท างานของโซโนโพเลชัน่กบัเซลล์ 
การศึกษาการท างานของทรานเฟคชัน่เป็นเรื่องที่มี
ความส าคญัต่อการพฒันางานวจิยัทางด้านการน าส่งยา
และการน าสารพนัธุกรรมเขา้สู่เซลล์ ดงันัน้ผู้วจิยัได้ท า
การออกแบบโซโนโพเลชัน่ส าหรบัเซลล์มะเร็งเต้านม




1.01 MHz, 1.05MHz, 1.23MHz แ ล ะ  1.44MHzโ ด ย
ความถี่ได้ถูกก าหนดโดยหลกัการเซลล์อลัตร้าโซนิคเม
นิคพู เลชัน่  (ultrasonic cell manipulation) ซึ่งความถี่
ดงักล่าวสามารถควบคุมการเคลื่อนทีข่องเซลลโ์ดยอาศยั
หลกัการของคลื่นนิ่ง (standing wave) ภายในอุปกรณ์
ต้นแบบโซโนโพเลชัน่ตามคุณสมบัติของอุปกรณ์ท





ที่ 1 ซึ่งประกอบด้วยของระบบ คอื 1.อุปกรณ์โซโนโพ
โลชนัตน้แบบ (The prototype of sonoporation device)
ดังแสดงในรูปที่ 2 อุปกรณ์โซโนโพเลชัน่ท าหน้าที่
รองรับเซลล์มะเร็งเต้านมที่ใช้ในการทดสอบและท า
หน้าทีส่รา้งสญัญาณอลัตรา้โซนิคมกีารออกแบบโดยใช้
อุปกรณ์ทรานสดิวเซอร์ PZT 27 (Piezoelectric) ของ
บริษัท  Ferroperm Piezoceramics [6] 2. ชุดก า เนิ ด
สญัญาณความถี่ โดยใช้เครื่องก าเนิดสญัญาณความถี่ 
(Function generator : RIGOL รุ่ น DS1102E, 
2channel 100MHz.1GSa/s) มี ห น้ า ที่ ก า ร ก า เ นิ ด
สัญญาณอัลตร้าโซนิค ในย่านความถี่ 1 MHz ให้กับ
อุปกรณ์โซโนโพเลชัน่ 3.อุปกรณ์ขยายสญัญาณของ
ระบบโซโนโพเลชัน่  ท าหน้าที่ขยายสญัญาณที่ได้รบั
จากเครื่องก าเนิดความถีใ่หส้ามารถก าลงัทีเ่พยีงพอต่อ
การทรานเฟคชัน่4.ออสซิลโลสโคป (Oscilloscope 
RIGOL รุ่นDG1022, 2channel 100 MHz 100 MSa/s) 
ท าหน้าทีต่รวจสอบสญัญาณของระบบโซโนโพเลชัน่ 







รปูที ่1แผนภาพบลอ็กระบบโซโนโพเลชัน่ (sonoporation system) 
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เคิลอัลตร้าโซนิคเมนิพูเลชัน (Ultrasonic particle 
manipulation) และการท างานของคลื่นนี่ง  (standing 
wave) ส าหรบัการจ าลองและการออกแบบได้กล่าวไว้
ใ นบทคว ามวิจัย  Rodamporn [7] และหลักก า ร
ออกแบบโดยใชเ้ทคนิคของ M.Hill [8] และการจ าลอง
โมเดลโดย M.Gröschl [9] โดยมีขนาดของโซโน
โพเลชัน่อุปกรณ์โดยมขีนาดของอุปกรณ์คอื ส่วนของ
ชัน้แม๊ทชิ่ง (Matching layer) มีหน้าที่ท าการปรับค่า
ของอมิพเิดนซข์องทรานสดวิเซอรใ์หม้คีวามเหมาะสม
กบัการใช้งานโซโนโพเลชัน่ โดยมีความหนาเท่ากบั 
2.4 mm. ส าหรับชัน้ของส่วนของเหลว (Fluid layer) 
จะท าหน้าที่รองรบัเซลล์และควบคุมการเคลื่อนที่ของ
เซลล์ภายในชัน้ของเหลวโดยอาศัยหลักการท างาน
ของพราติเคิลอัลตร้าโซนิค เมนิพูเลชัน่  (particle 
ultrasonic manipulation) แ ล ะ ค ลื่ น นิ่ ง  (standing 
wave) ในการท างานโดยความหนาของชัน้ Fluid layer 
เท่ากบั 10 mm.  ส าหรบัชัน้ของการสะทอ้น (Reflector 
layer) ของคลื่นนิ่งกลบัเขา้สู่ชัน้ของเหลว มคีวามหนา





ประกอบด้วยดงัต่อไปนี้คือ 1. อุปกรณ์โซโนโพเลชัน่ 
( sonoporation device) โ ด ย ผู้ วิ จ ั ย ไ ด้ พัฒ น า ขึ้ น                        
2. เครื่องก าเนิดสญัญาณความถี ่(Function generator : 
RIGOL รุ่นDS1102E, 2 channel 100 MHz. 1 GSa/s) 
3. ออสซลิโลสโคป (Oscilloscope RIGOL รุ่นDG1022, 




ดังรูปที่  6 และมีการวัดสัญญาณที่อุปกรณ์โซโน
โพเลชัน่ตามล าดบัความถี่ คอื 1.01 MHz, 1.05 MHz, 
1.23 MHzและ1.44 MHz ตามล าดบั ดงัแสดงในรปูที ่7 
ถึงรูปที่10 แสดงผลความถี่ 1.01 MHzถึงความถี่ 1.44 











รปูที ่4 อุปกรณ์ตน้แบบโซโนโพเลชัน่ (prototype 
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ผลการของการวัดสัญญาณความถี่ของระบบโซโน
โพเลชัน่ที่ได้ออกแบบสามารถก าเนิดสัญญาณย่าน                 
อุลตรา้โซโนนิคตามทีไ่ดม้กีารออกแบบตามหลกัการของ
เซลล์อัลตร้าโซนิคเมนิคพูเลชัน่ที่ย่านความถี่ในช่วง 
1.01 MHz ถงึ 1.44 MHz แสดงในรปูที ่6, 7, 8, 9 และรปู




























รปูที ่8 ความถีเ่อาตพ์ุต 1.05MHz                               
ของโซโนโพเลชัน่ 
 
       
 
รปูที ่9 ความถีเ่อาตพ์ุต 1.23 MHz                                        
ของโซโนโพเลชัน่ 
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1 5 1.01 13 1% 
1.2 5 1.235 13 3% 







โดยมีค่าความผิดพลาดประมาณ 3% ANOVA (P<0.5) 
ของสญัญาณอนิพุตโดยมกีารทดสอบจากกลุ่มตวัอย่าง








เซลล์มะเร็งเต้านม BT-549 (Japanese Collection of 
Research Bioresources (JRCB) Cell Bank, Japan) 
[10]ท าการเลี้ยงเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ Dulbecco's 
Modified Eagle Media (DMEM, Gibco, USA) โ ดย
อาหารเลี้ยงเซลล์มีส่วนประกอบดังนี้คือ D-glucose 
(high glucose)  เ ท่ า กับ  4,500 mg/L, L-glutamine 
เ ท่ า กับ  4 mM, Fetal Bovine Serum (FBS) 10% 
( Gibco, USA), penicillin/streptomycin (Invitrogen) 
โดยมคีวามเขม้ขน้ของ penicillin เท่ากบั 10,000 U/ml 
และ streptomycin เท่ากับ10,000 μg/ml ในตู้ เลี้ยง
เซลล์ที่มีการควบคุมความชื้น และก๊าซคาร์บอนได 




รปูที ่11เซลลม์ะเรง็เตา้นม (BT549 control) 
 
การเตรยีมเซลลม์ะเรง็เตา้นม BT-549 ส าหรบัการ
ทดสอบกับการโซโนโพเลชัน่ขัน้ตอนแรกจะท า
การดูดอาหารเลีย้งเซลลท์ิง้ และขัน้ตอนทีส่องท า
การล้างเซลล์ด้วย phosphate buffer saline, pH 
7.4 และ ขัน้ตอนที่สามท าการ trypsinize เซลล์
ด้ ว ย  0.25% trypsin EDTA  หลัง จ ากนั ้น น า
เซลล์มะเร็งเต้านมมาท าการบ่มในตู้เลี้ยงเซลล์






โคป (Microscope) ยีห่อ้ Nikon รุ่น TS-100F  ดว้ย
โปรแกรม Nis-Element Documentation จากนัน้





นม (BT549) โดยแบ่งการทดสอบออกเป็นย่านความถี่ 
ตั ้งแต่  1.01 MHz, 1.05 MHz, 1.2 MHz และ 1.4 MHz 
ตามคุณสมบตัทิีไ่ดอ้อกแบบกบัระบบโซโนโพเลชัน่ โดย
มกีารป้อนค่าอนิพุตโวลทเ์ตจทีค่งทีเ่ท่ากบั  5Vp-p ซึง่มี
ค่าความเข้มของพลังงาน (energy density) เท่ากับ 
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0.425KJ/m3เพื่อให้การท าทรานเฟคชัน่ไดด้ทีี่สุดและไม่
ท าร้ายเซลล์ขณะท าการทดสอบการทรานเฟคชัน่เซลล์  
การวจิยันี้ไดท้ าการทดลองในหอ้งทดลองทีอุ่ณหภูมหิ้อง
ปกตเิท่ากบั 25องศาเซสเซยีส โดยมรีายละเอยีดขัน้ตอน
การทดสอบดงัต่อไปนี้คอื  1. ท าการเตรยีมเซลล์มะเรง็
เต้านม (BT549) ในปริมาณเท่ากับ 20 ไมโครลิตร
(40,000 cells) โดยเซลล ์ BT549 ทีท่ดสอบจะอยู่ในสาร
เลี้ยงชนิด DMEM  2. ท าการเกบ็ตวัอย่างเซลล์ที่หรอืที่
เรียกว่า เซลล์ควบคุม (BT-549  control) เพื่อน ามา
เปรียบเทียบกับการทดลองในเงื่อนไขของความถี่ที่
แตกต่างกัน 3. น าเซลล์มะเร็งเต้านม (BT549) มา
ทดสอบกบัระบบโซโนโพเลชัน่โดยมปีรมิาณเท่ากบั 20
ไม โครลิ ต ร   โ ดยท ากา ร ป้ อนคว ามถี่  ตั ้ง แ ต่  
1.01MHz ,1.05MHz , 1.2MHz และ 1.4MHz ตามล าดบั
และมีการให้อินพุตโวลท์เตจเท่ากับ 5 Vp-p โดย
ก าหนดเวลา exposure time คงที่เท่ากับหนึ่งนาที4. 
เซลล์ที่ผ่านการทดสอบในแต่ละความถี่ จะด าเนินการ





เพาะเลีย้งเซลลแ์บบ 24well plates ทีอุ่ณหภูม ิ37 องศา
เซสเซียส ในตู้เลี้ยงเซลล์และการให้อาหารเลี้ยงเชื้อ 
(DMEM, Gibco, USA)เป็นเวลาเท่ากบั 24 ชัว่โมง โดยมี
เงื่อนไขเดยีวกบัการเลีย้งเซลล ์
5.1 ผลการทดสอบเซลลม์ะเรง็กบัความถี ่
  การทดสอบจะด าเนินการทดสอบโดยใช้
ความถี่ที่แตกต่างกัน โดยมีเวลาที่เท่ากัน โดยการ
ทดสอบมีการให้ความถี่เรโซโนเนนซ์กับระบบโซโน
โพเลชัน่ เท่ ากับ1.01 MHz,1.05 MHz, 1.2 MHz และ 
ความถี่เรโซเนนซ์1.44MHz ตามล าดับและมีแรงดัน
เท่ากบั 5Vp-p เวลาเท่ากบั 1 นาทโีดยการตรวจสอบผล
การทดสอบในงานวจิยันี้ไดใ้ช้เครื่องมอืhemocytometer 
(HausserScienctific, Horsham,PA) และไมโครสโคป
Microscope ยี่ห้อ Nikon รุ่น TS-100F  และโปรแกรม 




เซลล์มะเรง็เต้านมแบบควบคุม โดยแบ่งเป็น 2 เงื่อนไข
คือ 1. ท าการทดสอบเซลล์มะเร็งเต้านมที่ความถี่
แตกต่างกัน ณ.เวลา 0 นาที 2. ท าการทดสอบเมื่อ





ส่วนใหญ่อยู่ ในสภาวะปกติที่เวลา 0 นาที ดังรูปที่                    
12 (ก), 14 (ก), 16 (ก) และ 18 (ก) ตามล าดบั โดยทีเ่วลา 






โซเนนซ์ของอุปกรณ์โซโนโพเลชัน่ดังแสดงในรูปที่                   
13 (ข), 15 (ข), 17 (ข) และ 19 (ข) ตามล าดบั หลงัจาก
นัน้ท าการเกบ็ตวัอย่างเซลลท์ีผ่่านการทดสอบทัง้หมดไว้
ที่ในตู้เลี้ยงเซลล์ที่มีการควบคุมความชื้น และก๊าซ
คาร์บอนได้ออกไซด์เท่ากับ 5% ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส โดยเซลล์มะเร็งเต้านมจะถูกเก็บไว้ ที่เวลา
เท่ ากับ 24 ชัว่ โมงและเมื่ อครบ 24 ชัว่โมงจะน า
เซลลม์ะเรง็เต้านมดงักล่าวมาท าการการดูดอาหารเลี้ยง
เซลล์ทิ้ง และท าการล้างเซลล์ด้วย phosphate buffer 
saline, pH 7.4 และท าการ trypsinizeเซลล์ด้วย 0.25% 
trypsin EDTA และน าไปป ัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็รอบ 1500 
รอบต่อนาทนีาน 3 นาท ีจากนัน้น าเซลลม์ะเรง็เตา้นมท า
การกระจายเซลล์ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ Dulbecco's 
Modified Eagle Media (DMEM, Gibco, USA) จากนั ้น
ท าการสงัเกตการณ์การเปลี่ยนแปลงในส่วนของการ
ทรานเฟคชัน่และความเสยีหายของเซลลโ์ดยใชไ้มโครส
โ คปMicroscope ยี่ ห้ อ  Nikon รุ่ น  TS-100F  แ ล ะ
โปรแกรม Nis-Element Documentationดงักล่าวไว ้
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               (ก)                              (ข) 
รปูที ่12 การเปรยีบเทยีบเซลลห์ลงัจากการทดสอบ
ความถี ่1.01 MHz ณ เวลาเริม่ตน้ (0 นาท)ี โดยใช ้
Fluorescent microscope สงัเกตการณ์                   
เปลีย่นแปลงของเซลล ์
 
 รูปที1่2 (ก) แสดงผลของเซลลห์ลงัจากผ่านการทดสอบ
ทีค่วามถี่เรโซเนนซข์องอุปกรณ์ ที ่1.01 MHz จะเหน็ว่า
เซลล์ยงัคงอยู่ในสภาพปกติ และ รูปที่ 12 (ข) แสดงให้
เหน็ถงึผลการทดสอบการทรานเฟคชัน่ พบว่าไม่ปรากฎ
การเกดิทรานเฟคชัน่ในความถีเ่รโซเนนซท์ี ่1.01 MHz 
 
 
(ก)                                   (ข) 
รปูที ่13 การเปรยีบเทยีบเซลลม์ะเรง็เตา้นม ทีค่วามถี ่




              (ก)                                 (ข) 
รปูที ่14 การเปรยีบเทยีบเซลลห์ลงัจากการทดสอบ
ความถี ่1.05 MHz ณ เวลาเริม่ตน้ (0 นาท)ี โดยใช ้





รปูที ่15 การเปรยีบเทยีบเซลลม์ะเรง็เตา้นม ทีค่วามถี่
1.05 MHz เมื่อเวลาผ่านไป 24 ชัว่โมง โดยใช้
Fluorescent microscope 
 
จากรปูที ่15 (ก) แสดงใหเ้หน็ถงึเซลลม์ะเรง็เตา้นมยงัอยู่
ในสภาพปกตหิลงัจากผ่านการทดสอบและมเีกบ็ไวน้าน 
24 ชัว่โมงและ รปูที ่ 15 (ข) เป็นการแสดงใหเ้หน็ถงึผล
การทดสอบการทรานเฟคชัน่ของเซลลม์กีารเกดิขึน้
ประมาณเท่ากบั 3 เปอรเ์ซน็ต์ ANOVA (p<0.05) 
 
 
              (ก)                                 (ข) 
รปูที ่16 การเปรยีบเทยีบเซลลห์ลงัจากการทดสอบ
ความถี ่1.2 MHz ณ เวลาเริม่ตน้ (0 นาท)ี โดยใช ้




              (ก)                                 (ข) 
รปูที ่17การเปรยีบเทยีบเซลลม์ะเรง็เตา้นม ทีค่วามถี ่
1.2 MHz เมื่อเวลาผ่านไป 24 ชัว่โมงโดยใช ้               
Fluorescent microscope 
 
รปูที ่ 17 (ก) แสดงผลของเซลลเ์มื่อผ่านการทดสอบ
ความถีเ่รโซเนนซข์องอุปกรณ์โซโนโพเลชัน่ จะเหน็ว่า
เซลลม์ะเรง็เตา้นมไม่มคีวามเสยีหาย และรปูที ่ 17 (ข) 
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              (ก)                                 (ข) 
รปูที ่18 การเปรยีบเทยีบเซลลห์ลงัจากการทดสอบ
ความถี ่1.44 MHz ณ เวลาเริม่ตน้ (0 นาท)ี โดยใช ้





              (ก)                            (ข) 
รปูที ่19 การเปรยีบเทยีบเซลลม์ะเรง็เตา้นม ทีค่วามถี ่




อุปกรณ์โซโนโพเลชัน่ทีค่วามถีต่่างๆ หลงัจากผ่านไป 24 




19 (ข) เมื่อเทยีบกบัเซลลใ์นรปูที ่19 (ก)  โดยใหผ้ลการ 
เกิดทรานเฟคชัน่ประมาณ 12 เปอร์เซ็นต์ ANOVA 
(p<0.05) โดยใช้ hemocytometer (HausserScienctific, 
Horsham,PA) ร่วมกับ Fluorescent microscope ยี่ห้อ 
Nikon รุ่ น  TS-100F  และโปรแกรม Nis - Element 




การออกแบบระบบโซโน โพ เลชั น่ ส าหรับ




โดยท างานในย่านของความถี่อลัตร้าโซนิค ซึ่งท าให้
เซลลท์ีท่ดสอบไดร้บัผลกระทบต่อความถีน้่อยในแต่ละ
ย่านความถี่ทีใ่ชใ้นการทดสอบ โดยความถี่ทีเ่หมาะสม
กบัการทรานเฟคชัน่คือความถี่ 1.44 MHz โดยให้ผล
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